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Objectives Triptolide, a compound originally isolated from Tripterygium wilfordii Hook F 
(TWHF), a vine used in China for autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis (RA), is 
known to have immunosuppressive and anti-inflammatory effects. However, its mechanism of 
action is not well understood. In this study, we examined the effect of triptolide on inflamma-
tory cytokines using synovial fibroblasts obtained from collagen induced a巾 ritis(CIA) mice, 
a commonly used model in RA studies. 
Methods CIA was induced in 7-week-old BALB/c mice using a mouse monoclonal anti-
type I collagen 5-clone antibody cocktail. On day JO, we collected synovial fibroblasts from 
the articular cartilage of both knees and used cells at passage 4 9. We replaced the culture 
media of cells with triptolide and lipopolysaccharide (LPS). We then measured the inflamma-
tory cytokines level and transcription factors level. 
Results LPS significantly induced the production of inflammatory cytokines such as tumor 
necrosis factor (TNF）一α，interleukin(IL) 1 /3, and IL-6, as well as that of inflammatory cyto司
kine-related transcription factors, including nuclear factor (NF) -KB and phosphorylated IKB, 
in synovial fibroblasts. Triptolide significantly suppressed both LPS induced cytokine and 
transcription factor expression in a dose-dependent manner. 
Conclusions These data suggest that triptolide directly affects fibroblasts and exerts anti 
inflammatory effects by suppressing the expression of inflammatory cytokines in a paracrine 
manner. 
(Jpn Pharmacol Ther 2015 ; 43 : 1275 81) 
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はじめに
関節リウマチ（RA）は多発性の関節炎を主徴とす
る全身症状を伴う自己免疫性疾患である。病期が進
行すると軟骨や軟骨下骨を破壊して関節を変形さ
せ，最終的にはムチランス変形に至り日常生活動作
に大きな障害を起こす。また頚椎の環軸椎にまで病
変が及ぶと脊髄損傷，肺や心血管に病変が及び生命
予後が悪化することが懸念され，早期の診断と治療
開始が重要でドある。
日本リウマチ学会は，関節リウマチ診療ガイドラ
イン 2014を作成し，葉酸桔抗薬であるメトトレキ
サート単独投与またはその他の従来型抗リウマチ薬
の併用を推奨している。近年，上記薬物治療を強化
する選択肢として，生物学的製剤biologicaldisease-
modifying antirheumatic drug (bDMARD）が注目さ
れている。 bDMARDは， TNFα，IL6などの炎症
性サイトカインの作用を阻害するあるいはT細胞の
活性化を抑制することで疾患の活動性を制御し，関
節破壊の防止および進行の抑制が可能になってきて
いる。現在，数種類のbDMARDが使用されている
が，治療患者の遺伝子塩基型（SNP）により十分な
効果が得られないことが問題となり，治療前予測と
しての SNPの網羅的解析および選択肢を広げる観
点から新たな薬剤の検討とエピデンスの構築が必要
とされている。
中国では RAを含む自己免疫疾患に対して，ニシ
シギ科に属する蔓科の多年生植物である雷公藤
(Tripte1ッgiumwilfordii Hook. F）が用いられ，近年，
雷公藤カ冶らの抽出物で、ある triptolideに抗炎症作用，
免疫抑制作用があることが報告されたl’2
がら，その薬理的作用点についての検討は十分とは
いえない。斉藤らは， invivoの検討により triptolide
の腹腔投与がアジュバンド関節炎モデルラットの牌
マクロファージの IL1 FとIL-6が抑制することを
報告し， triptolideが全身的に作用しうることを示し
た3）。前述したように， RAは関節炎を主徴としてお
り，関節内組織のパラクラインで分泌される炎症性
サイトカインが関節炎，関節破壊の病態と関連して
いることが知られている4）。そこで本研究では， RA
の関節炎モデルとして広く用いられている CIAモ
デルマウスト8）を用い，関節滑膜の線維芽細胞を採
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取・培養し， exvivoの手法により炎症性サイトカイ
ンとその上流に位置する転写因子に対するtriptolide
の影響を検討した。
I 材料と方法
1 実験動物
本実験では， 7週齢の雄性BALB/cマウス（日本
クレア（欄）を使用した。動物は温度25土2°C，湿度
50±5%, 12時間の明暗サイクルの条件下で飼育し
た。飼育中，マウス飼育用固形飼料（CE2；オリエ
ンタル酵母（株））および飲料水は自由摂取とした。 1
週間施設内で馴化させた後，無作為に対照群あるい
はCIA群に分けて実験に用いた（各5匹）。本実験
は，昭和大学動物実験倫理委員会の承認（承認番
号： 54011）を受けたものである。
2 関節炎の惹起
CIA関節炎モデルの作製には， Arthrogen-CIAR 
5 Clone Cocktail Kit (Chondrex, inc., Redmond, WA, 
USA）を使用した。被験マウスに 1.5mgの関節炎惹
起用モノクローナル抗体カクテルを 27ゲージの注
射針を用いて腹腔内投与し， 3日後に追加免疫とし
て付属の lipopolysaccharide(LPS）を 50μg腹腔内
投与して関節炎を惹起した9）。
3 線維芽細胞の採取と培養
F被験マウスは，関節炎惹起用モノクローナル抗体
カクテル注射 10日後に両膝関節を摘出された。関
節滑膜をメスで剥ぎ取り， collagenasetype I 
(Wo巾 ingtonBiochemical Co., Ltd., Lakewood, NJ, 
USA）を 1mg/mLの割合で混合させたαMEM培
t由（GIBCO BRL, Palo Alto, CA, USA）で、 37°C, 2 
時間インキュベートした後， BDFalconTMセルスト
レーナー（REF352235;Beckton Dickinson, Franklin 
Lakes, NJ, USA）を用いて挫減組織を除去した。採
取細胞は， 50.0μMの2mercaptoethanol, 5.0 mMの
sodium pyruvate, 10% FBS （日本生物材料センター
側）を含むDMEM培地（GIBCO）で， 37°C, 5% 
C02で一晩インキュベートされた。浮遊細胞を除去
後，用手的に剥離した接着細胞を再び 1% Penicillin 
Streptomycin Neomycin Antibiotic Mixture 
(GIBCO），および 10%FBS含有 RPMI1640培地
(GIBCO）を用いて播種する操作を 3回繰り返し，
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図 1 線維芽細胞のtriptolideに対する感受性
線維芽細胞5×105個に， triptolide0 nM, 0.075 nm, 0.1 
nM, 0.25 nM, 0.5 nMを投与し細胞生存率を測定したo
n=5, mean土SD，料P<0.01
された。インキュベート 48時間後に，プレート内
の培地を 10%の細胞増殖測定用試薬（WST8溶液）
を加えた DMEM培地に置換し， 37°Cで 1時間反応
させ，波長450nmにおける吸光度を測定し，次式
より陰性検体（Control）に対する triptolide刺激サ
ンフ。ルの細胞生存率（%）を算出した。
〔式〕細胞生存率（%）
= [ (As Ab) I (Ac -Ab) ］×100 
As，サンフ。ルの吸光度；Ac，陰性検体（Con-
trol）の吸光度； Ab，プランクの吸光度
s・ 統計学的解析
各測定項目の値は，平均値±標準偏差（mean±
SD）で示した。得られた値の有意差検定は一元配置
の分散分析（ANOVA）ならびに posthoc testとし
てScheffetestを用い，統計的有意水準は 5%未満お
よび 1%未満とした。
線維芽細胞のtriptolideに対する感受性
線維芽細胞のtriptolideに対する感受性を把握す
る目的で，異なる濃度のtriptolide溶液（OnM(Con-
trol), 0.075 nM, 0.1 nM, 0.25 nM, 0.5 nM）で培養
した際の細胞生存率を検討した。
その結果， 0.5nMのtriptolide溶液で有意な細胞
生存率の低下が認められた（図1）。この結果から 0.5
nM triptolide溶液が細胞毒性の発生する臨界関値と
果企士市ロI 
1 
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得られた 4～9継代細胞を本実験のCIA由来の滑膜
線維芽細胞として実験に使用した10）。
培養細胞への薬物投与
Triptolide (Sigma-Aldrich, inc., Saint Louis，恥10,
USA）は， dimethylsulfoxide (DMSO ；和光純薬工
業開）に溶解した後にl.12l,2.5μg/mLのLPS
(Sigma Aldrich, inc.）とともに培地に添加された13）。
なお， DMSOは培地に対する最終濃度が0.1%とな
るように調整した1,12）。
サイトカインの測定
上述した方法によって得られた線維芽細胞は 24
wellプレートに 5×104/wellで播種され， 24時間後
にtriptolideとLPSを含むRPMI1640培地に置換さ
れた。本実験で対象にしたサイトカインは， IL6, 
IL-1,B, TNFα の3種で， TNFα は24時間， IL1 
FおよびIL-6は48時間培養後に上清を回収し14)'
当該上清中のサイトカイン濃度を市販の ELISAKit 
(MTAOOB; MLBOOC; M6000B, R & D Systems, Inc., 
Menneapolis, CA, USA）を用いて測定した。なお測
定限界は， TNFα ；0.36pg/mL, IL 1,B ; 4.8 pg/ 
mL, IL-6; 1.8 pg/mLであった。
転写因子の測定
上述した方法によって得られた線維芽細胞は直径
6cmシャーレに4×106播種後にプレ培養され， 24
時間後に triptolideとLPSを含むRPMI1640培地に
置換された。 12時間刺激培養された後に線維芽細胞
を溶解し，核および細胞質画分のライセートを作製
した。核分画ライセートのNF-KB発現はNFKB, 
p65, ELISA Kit (IMK 503 ; IMGENEX Co., Ltd., 
San Diego, CA, USA）を用いて，細胞質画分のライ
セートのリン酸化IKB発現は PathScanRPhospho 
IKB一α（Ser32)Sandwich ELISA Kit (#7355 ; Cell 
Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA）を用
いて測定した。 NFKBの測定限界は， 15.6ng/mL 
であった。また， リン酸化IKBはControl群との吸
光度比による定性評価を行った15）。
細胞生存率の測定
Triptolide単剤の細胞生存率への影響は， Cell
Counting Kit 8 （側同仁化学研究所）を用いて測定さ
れた16,17）。上述の方法で得られた健常マウス由来の
線維芽細胞を 24wellプレートに5×104/well播種，
24時間後に triptolideを含むRPMI1640培地に置換
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図 2 線維芽細胞におけるサイトカイン分泌に対するtriptolideの影響
TNF aはtriptolideおよびLPS刺激開始24時間後， IL1 /3およびIL6は刺激48時間後に回収した上清中の濃度を測
定した。
各群n=S,mean土SD, *P<0.05，料P<0.01
A=TNF白の濃度， B=IL1 pの濃度， C=IL6の濃度
。
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図 3 線維芽細胞における転写因子発現に対するtriptolideの影響
NF-KBとリン酸化IKBはtriptolid巳およびLPS刺激開始12時間後に回収した細胞を溶解して測定した。
各群n=S,mean±SD，判P<0.01
A=NF-KBの発現， B＝リン酸化IKBの発現（Controlに対する発現比率）
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想定し，本実験では triptolideの濃度を OnM, 0.075 
nM, 0.1 nM, 0.25 nM, 0.5 nMとして以降の検討を
行った。
2 線維芽細胞におけるサイトカイン分泌に対するtrip-
to Ii deの影響
線維芽細胞における炎症性サイトカインの分泌量
を検討した。比較対象としてLPS非投与の健常マウ
ス，非LPS添加のCIAマウスを用いた。 TNFα は，
triptolideおよびLPS刺激開始24時間後， IL1 fJお
よびIL-6は刺激48時間後に回収した上清を用いて
測定した。
その結果，いずれのサイトカインも健常マウス由
来およびCIAマウス由来の非LPS刺激群と比較し
て， CIAマウス由来線維芽細胞にLPSを付加すると
有意に増加し， triptride濃度依存性に分泌は抑制さ
れることが判明した（図2）。
3 線維芽細胞における転写因子発現に対する trip-
to Ii deの影響
線維芽細胞における炎症性サイトカイン関連性転
写因子の発現を検討した。比較対象としてLPS非投
与の健常マウス，非LPS添加の CIAマウスを用い
た。NFKBとリン酸化IKBは， triptolideおよびLPS
刺激開始 12時間後に回収した細胞を溶解して測定
した。
その結果， NF-KBおよびリン酸化IKBは，いず
れも健常マウス由来およびCIAマウス由来の非LPS
刺激群と比較して， CIAマウス由来線維芽細胞に
LPSを付加すると有意に増加し， triptride濃度依存
性に発現は抑制されることが判明した（図3）。
E 考察
中国ではRAに対して，生薬である雷公藤が広く
使われ，近年，雷公藤の主成分である triptolideの
RAならびに悪性腫療に対する報告が散見され
る18,19）。しかしながら triptolideの炎症に対する作用
機序は十分に解明されていない。そこで本研究で
は， RAモデルの CIAマウスから採取した滑膜線維
芽細胞を用いて，炎症性サイトカイン産生および当
該サイトカインの転写因子に対する triptolideの効
果を検討した。
はじめに， CIAマウス線維芽細胞の炎症反応に対
する triptolideの影響を観察する目的で，当該細胞の
炎症性サイトカイン分泌について検討した。すなわ
ちCIAマウスの膝関節の滑膜より線維芽細胞を採
取・培養し，上清中のTNF－α，IL1 /J,IL-6の分泌
レベルを測定した。その結果CIAマウス由来の線維
芽細胞は健常マウスの線維芽細胞と比較して当該サ
イトカインの分泌増加を認め，さらに LPS刺激によ
りその分泌量は急激に増加した。LPSはTolllike受
容体4(TLR4）と結合することにより IKBをリン酸
化する20,21）。 NFKBは通常IKBと結合することに
より不活化されているが， IKBがリン酸化されると
IKBは遊離し， NF-KBが活性化され核内に移動し，
当該サイトカインを誘導することが知られてい
る22）。本研究では，用いた CIAマウス線維芽細胞が
健常マウスと比較し，炎症性サイトカインが増加し
ていることから， CIAマウス線維芽細胞が関節内に
炎症性サイトカインを分泌し，関節炎の進行を誘導
し関節破壊を起こすことが示唆された。また， CIA
マウス線維芽細胞へtriptolideを添加したところ，
LPS誘発性サイトカイン分泌は triptolide濃度依存
性に抑制されることが判明した。これらの結果は，
triptolideがRAに擢患した関節滑膜の線維芽細胞に
直接的に作用して，炎症性サイトカイン分泌を抑制
することが示唆された。
次に，上述のサイトカイン分泌へのtriptolideの影
響が遺伝子発現制御を介するかどうか探る目的で，
炎症応答や免疫制御において中枢的な役割を果たす
転写因子として知られるNF-KBおよびリン酸化IKB
の活性を検討した23～25）。その結果CIAマウス線維
芽細胞の核内NFKBおよび細胞質リン酸化財Bは，
LPS刺激でともに増加するが， triptolideを投与する
ことで濃度依存性に発現が抑制され， triptolideがこ
れらの転写因子に対して抑制的に作用していること
が示唆された。
NF KBとリン酸化IKB,TNFα とIL1 fJは，正
のオートクラインループを形成するが24～26），いず
れも triptolideにより抑制されていることから， NF
KBおよび非リン酸化IKBとの複合体からのリン酸
化によるカスケードを triptolideが阻害した可能性
があり， triptolideがIKK活性を抑制して， NFKB 
を阻害するとしたHoの見解と一致する27）。一方で，
マウスマクロファージを用いた検討では， triptolide
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はリン酸化 IKBを抑制せずNF-KBのDNAの結合
を抑制しないとの報告もあり 28），各細胞により，
triptolideの作用が異なる可能性もある。滑膜を構成
する細胞による共培養あるいは滑膜組織そのものを
使った検討が必要である。
結 量五回ロ
今回の実験では， triptolideがCIAマウスの線維芽
細胞に直接作用して，炎症性サイトカインのパラク
ラインを抑制し抗炎症作用を示すことが判明し，
RAによる関節破壊を防ぐ bDMARDとして有効で、
ある可能性が示唆された。
抄 録
目的 中国では関節リウマチ（RA）を含む自己免疫
性疾患に対し雷公藤が使われている。近年，雷公藤
からの抽出物である triptolideに抗炎症作用，免疫抑
制作用があることが報告された。しかしながらその
薬理作用についての検討は十分とはいえない。そこ
で本研究ではRAの関節炎モデ、ルである CIAマウス
由来の滑膜線維芽細胞を用い，炎症性サイトカイン
に対する triptolideの影響を検討した。
方法 7週齢の雄性BALB/cマウスに関節炎惹起用
モノクローナル抗体カクテルを投与して関節炎を惹
起した。実験開始から 10日目に両膝関節の関節軟
骨から滑膜線維芽細胞を採取し，その 49継代細胞
を用いた。当該細胞を triptolideとLPSを含む培地
で培養し，炎症性サイトカインと転写因子の測定を
行った。
結果線維芽細胞に LPSの添加で炎症性サイトカ
インである TNF一α，IL-1/1,IL-6が有意に増加する
が，いずれのサイトカイン分泌も triptolide濃度依存
性に抑制された。また炎症性サイトカイン関連性転
写因子である NF-KB，リン酸化 IKBは， LPSの添
加で有意に増加するが， triptolide濃度依存性に発現
が減少した。
結論本研究の結果， triptolideがCIAマウス線維芽
細胞に直接作用して，炎症性サイトカインのパラク
ラインを抑制し，抗炎症性作用を示すことが示唆さ
れた。
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